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Зміни активності гваяколпероксидази (POD) за дії теплового стресу було дос
ліджено у рослин арабідопсису дикого типу та у двох ліній нокаутмутантів по
аскорбатпероксидазі 2 (Apx2). Після 2 годин дії помірного теплового стресу
(37 °C) активність POD зростала на 27–36 %; при цьому різниця між рослина
ми дикого типу та нокаутмутантами була недостовірною. Жорсткий тепловий
стрес спричиняв більш суттєвий ефект: після 2 годин інкубації при 44 °C ак
тивність POD у двох ліній нокаутмутантів була на 60 та 77 %, а у рослин дикого
типу – лише на 16 % вище порівняно з контрольними пробами, які інкубували
при кімнатній температурі. Отримані дані свідчать, що POD бере участь у
відповіді на тепловий стрес і може функціонально компенсувати втрату актив
ності APX.
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Вступ. Однією з активних форм кисню у рослинній клітині є пероксид водню, який за нормальних умов продукується у хлороплас
тах, мітохондріях, мікросомах та плазматичній мембрані [1–4]. За дії
стресових факторів біотичної та абіотичної природи концентація перок
сиду водню зростає [2, 5–7]. Крім пошкоджуючої дії на ДНК, білки та
мембрани пероксид водню має функцію важливої сигнальної молеку
ли, яка бере участь у активації декількох сигнальних ланцюгів, що при
зводить до активації транскрипції відповідних стресових генів [4, 6, 8,
9]. Зокрема, зростання клітинного рівня пероксиду водню та участь цієї
сполуки у активації стресової відповіді були продемонстровані за дії
теплового стресу [10–12].
Рівень пероксиду водню у рослинній клітині контролюється фермен
тами каталазами та пероксидазами [13–15]. На відміну від каталаз, пе
роксидази здатні розщеплювати пероксид водню при дуже низьких кон
центраціях, використовуючи при цьому різноманітні субстрати. Відпо
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відно до субстратної специфічності та
амінокислотної послідовності рослинні
пероксидази поділяють на дві основні
групи: аскорбатпероксидази (APX) [14,
16], які використовують як субстрат
відновлений аскорбат, та пероксидази
гваяколового типу або “класичні” пе
роксидази (POD), які мають широку
субстратну специфічність [14, 15, 17,
18]. Обидві групи ферментів кодують
ся мультигенними родинами, до скла
ду яких у модельної рослини Arabi
dopsis thaliana входять 9 генів у випад
ку APX [14, 19] та 73 гени у випадку POD
[18]. Наявність великої кількості членів
у складі цих мультигенних родин вка
зує на потенційну функціональну спец
іалізацію. Зокрема встановлено, що
індивідуальні ізоформи пероксидаз ви
конують свою функцію у різних клітин
них компартментах [14, 16, 18, 19] та
для різних POD встановлено певну суб
стратну специфічність [18]. Крім того
вважається, що деякі члени мультиген
них родин можуть виконувати однакові
функції (феномен генетичної надлиш
ковості), що підвищує надійність робо
ти рослинної клітини. Проте прямих
доказів на користь таких уявлень зібра
но все ще небагато. Зокрема фізіоло
гічна роль окремих генів, що кодують
APX та POD залишається все ще не до
кінця зрозумілою. Для перевірки гіпо
тези, що в умовах теплового стресу
активація POD може компенсувати
втрату активності окремих ізоформ
APX ми дослідили зміни активності
POD у рослин арабідопсису тикого
типу та у двох ліній нокаут(knockout)
мутантів з порушеною експресією гена
Apx2.
Матеріали і методи
Матеріалом дослідження слугували
рослини Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
дикого типу (Columbia 0) та дві лінії нокаут
мутантів за геном Apx2 (At3g09640). Рос
лини вирощували в стерильних умовах
на середовищі Ґамборга [20] та перліті
за 22 °С в умовах 12годинного світло
вого дня. Перед тепловою обробкою
культивування продовжували при 28 °С
протягом 3 днів [19].
Рослини 34 тижневого віку (фаза 6
7 листків) піддавали тепловому стре
су. Теплову обробку проводили в інку
баційному буфері, що містив 1 мМ
Кфосфатний буфер (рН 6,0) та 1 %
цукрозу. Обробку здійснювали в тем
ряві протягом 1, 2 та 4 год за 22, 37 та
44 °С. Для вивчення процесів, що
відбуваються у фазі постстресової ре
парації через 1 або 2 год після початку
стресової обробки зразки переносили
в камеру, де підтримували температу
ру 22 °С, і продовжували інкубацію про
тягом 1 або 2 год, відповідно.
Для екстракції білків використову
вали буфер, що містив 50 мМ Naфос
фатний буфер (рН 7,0), 10 % гліцерол,
1 мМ аскорбат. Для цього до 200 мкл
охолодженого екстракційного буфера
додавали 100 мг замороженого рос
линного матеріалу, центрифугували 10
хв за 15 000 g та температури +4 °С,
відбирали супернатант та зберігали на
льоду до визначення активності POD.
Загальну активність POD визначали
спектрофотометрично вимірюванням
зміни оптичної густини проби при 470
нм. Реакційна проба містила 25 мкл
білкового екстракту та 1 мл реакційно
го буфера, що містив 25 мМ Naаце
татний буфер (рН 5,0), 8 мМ гваякол та
9 мМ Н2О2. Активність ферменту вира
жали як зміну оптичної густини на 1 мг
білка в пробі за 1 хв. Кількість білка у
супернатанті визначали за методом
Бредфорда [21]. Отримані дані опра
цьовували статистично [22 ].
Результати та обговорення
У наших експериментах були вико
ристані дві лінії нокаутмутантів за
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Apx2, які були раніше відібрані у нашій
лабораторії на основі насіння, отрима
ного з колекції NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Centre, University of
Nottinham, Великобританія). Ці дві лінії,
КО24 та КО25, містять вставку ТДНК
у кодуючій частині гена Apx2, що уне
можливлює утворення нормальної
мРНК. Дослідження нокаутмутантів
саме за Apx2 було актуальним тому, що
згідно з нашими данними Apx2 є типо
вим стресовим геном, який не транс
крибується за нормальних умов куль
тивування арабідопсису, але різко
індукується за дії теплового стресу
[11, 19].
Отримані результати показують, що
в листках досліджуваних рослин ак
тивність POD достовірно зростає за дії
помірного теплового стресу при 37 °С
порівняно з контрольними зразками,
які інкубувались при кімнатній темпе
ратурі (рис.). Максимальне зростання
– на 27–36 % – спостерігали після інку
бації протягом 2 годин, тоді як після
4 годин приріст активності становив
лише 8–13 %. Слід зазначити, що після
інкубації при 37 °С протягом 1 години
збільшення активності POD не відбува
лось. У фазі післястресової репарації
(комбінована обробка зразків: спочат
ку інкубація при підвищеній, а після
цього – при кімнатній температурі) ак
тивність POD знижувалась до рівня
контролю. В жодному з варіантів об
робки при 37 °С не було виявлено
різниці між нокаутмутантами за Apx2
та диким типом.
В цілому отримані нами дані узгод
жуються з існуючими уявленням про
те, що перші дві години дії підвищен
ної температури відповідають ранній
фазі відповіді рослинної клітини на теп
ловий стрес, на початку якої зростає
рівень пероксиду водню, відбувається
денатурація термочутливих білків та
порушення цілісності мембранних
структур [5 ,11, 19]. Все це призводить
до метаболічного дисбалансу у клітині
та спричиняє активацію транскрипції
генів білків теплового шоку, які не
обхідні для репарації порушень [23].
Раніше нами було показано, що незва
жаючи на зростання внутрішньоклітин
ного рівня пероксиду водню активність
APX залишається без змін в умовах
помірного теплового стресу [19].
Отже, зростання активності POD за цих
умов може бути необхідним для роз
щеплення надлишку пероксиду водню.
Відомо, що експресія стресових генів
досягає максимуму наприкінці ранньої
фази [19, 24]. При подальшому впли
вові підвищеної температури настає
пізня фаза стресової відповіді, у якій
починається адаптація рослини та нор
малізація метаболічних реакцій (зокре
ма рівень пероксиду водню знижуєть
ся до контрольних значень [11]), що
супроводжується поступовим змен
шенням експресії стресових генів та
активності стресових білків. Саме таку
картину ми спостерігали у наших екс
периментах щодо активності POD че
рез чотири години стресової обробки
при 37 °С. Отже, отримані данні вказу
ють на те, що POD бере участь у ранній
фазі відповіді арабідопсису на по
мірний тепловий стрес.
За дії жорсткого теплового стресу
при 44 °С було також виявлено зрос
тання активності POD (рис.). Макси
мальний ефект спостерігали після
2 годин стресової обробки. Порівняно
з контрольними зразками, які інкубува
лись при кімнатній температурі зрос
тання активності POD становило 16 %
для рослин дикого типу та 60 і 77 % для
нокаукт ліній КО24 та КО25. Як і за дії
помірного теплового стресу, підвище
ну активність POD спостерігали при
стресовій обробці протягом 4 годин, а
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також, на відміну від помірного тепло
вого стресу, і після 1 години. У фазі
післястресової репарації активність
POD знижувалась, але залишалась
підвищеною порівняно з контролем.
Слід зазначити, що зростання ак
тивності POD за дії жорсткого тепло
вого стресу було сильнішим, ніж за дії
помірного стресу. Це можна пояснити
тим, що, як було показано нами рані
ше, при 44° С відбувається інактивація
APX [19], тоді як POD є значно термо
стабільнішим ферментом [15, 17], що
дозволяє йому ефективно розщеплю
вати пероксид водню в умовах жорст
кого теплового стресу. Інакше кажучи,
зростання активності POD має компен
сувати втрату активності APX. Раніше
Рисунок. Відносна активність POD у рослинах Arabidopsis thaliana дикого типу (ДТ) та нокаутмутантів
за Apx2 (КО24 та КО25) за дії помірного(37 °C) та жорсткого (44 °C) теплового стресу
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нами було продемонстровано зрос
тання загальної активності та індукцію
окремих ізоформ POD у кукурудзи за
дії жорсткого теплового стресу [25].
Отже, складається враження, що цей
механізм є універсальним як для дво
дольних, так і для однодольних рослин.
Знайдена нами різниця в індукції
активності POD між рослинами дикого
типу та нокаутмутантами наводить на
думку, що у рослин дикого типу Aрх2
не є повністю інактивованою при 44 °С
та може брати участь у розщепленні
надлишку пероксиду водню. Відповід
но, додаткове зростання активності
POD, яке спостерігається у дослідже
них нокаутмутантів, має компенсува
ти повну втрату активності Aрх2.
Висновки
За дії підвищених температур (37 та
44 °C) активність POD у листках A.
thaliana зростає, що вказує на участь
цього ферменту у контролі рівня пе
роксиду водню в умовах помірного та
жорсткого теплового стресу. Зростан
ня активності POD може функціональ
но компенсувати втрату активності APX
в умовах жорсткого теплового стресу.
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ТЕМПЕРАТУРОЗАВИСИМАЯ
АКТИВНОСТЬ ГВАЯКОЛПЕРОКСИДАЗЫ
У APX2 НОКАУТМУТАНТОВ
АРАБИДОПСИСА
Р.Ю. Пырижок, Р.А. Волков, И.И. Панчук
Черновицкий национальный университет
имени Юрия Федьковича
Украина, 58012, Черновцы, ул. Коцюбин
ского, 2
email: volkovr@chv.ukrpack.net
Изменения активности гваяколпероксидази
(POD) под воздействием теплового стреса
было изучено у растений арабидопсиса ди
кого типа и у двух линий нокаутмутантов по
аскорбатпероксидазе 2 (Apx2). После 2 ча
сов воздействия умеренного теплового стре
са (37 °C) активность POD возростала на 27–
36%; при этом разница между растениями
дикого типа и нокаутмутантами была недо
стоверной. Жосткий тепловой стрес вызывал
более существенный эффект: после 2 часов
инкубации при 44 °C активность POD у двух
нокаутмутантов была на 60 и 77%, а у рас
тений дикого типа – только на 16% выше по
сравнению с контрольными пробами, кото
рые инкубировали при комнатной темпера
туре. Полученные данные свидетельствуют,
что POD принимает участие в ответе на теп
ловой стрес и может функционально компен
сировать утрату активности APX.
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Температурозалежна активність гваяколпероксидази у Аpx2 нокаутмутантів...
Ключеые слова: аскорбатпероксидаза,
гваяколпероксидаза, тепловой стресс, но
каутмутанты, Arabidopsis thaliana.
HEATDEPENDENT ACTIVITY OF GUAIACOL
PEROXIDASE IN APX2 KNOCKOUT
MUTANTS OF ARABIDOPSIS
R.Yu. Pyrizhok , R.A. Volkov, I.I. Panchuk
Fedkovich National University of Chernivtsy
Ukraine, 58012, Chernivtsy, Kotsubynskogo
str. 2
email: volkovr@chv.ukrpack.net
Changes in guaiacol peroxidase (POD) activity
upon heat shock were tested wild type plants of
Arabidopsis and in two lineages of ascorbate
peroxidase 2 (Apx2) knockout mutants. After 2
hours of moderate heat treatment (37 °C) 27–
36% increase of POD activity was found; no
significant difference between the wild type
plants and knockout mutants was observed.
Upon severe heat shock the effect was better
pronounced: after 2 hours treatment at 44 °C
POD activity was 60 and 77% higher in two
lineages of knockout mutants but only 16%
higher in wild type plants comparing to the
control probes incubated at room temperature.
The data indicate that POD appears to be
involved in the heat stress response and can
functionally compensate the loss of APX activity.
Key words: ascorbate peroxidase, guaiacol
peroxidase, heat shock, knockout mutants,
Arabidopsis thaliana.
